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摘　要 : 在经过 MTT 法初筛得到的具有细胞毒的海洋微生物中 ,我们又采用荧光显微观测法 ,发现放线菌
A K211 处理的细胞发生凋亡。在琼脂糖电泳上呈现 DNA 梯度带 ,进一步验证了其具有使细胞凋亡的作用。
A K211 活性化合物纯品的裸鼠试验结果表明 :其试验浓度为 0. 016μg·kg - 1 ,0. 1mL/ 次和 0. 008μg·kg - 1 ,
0. 1mL/ 次时抑瘤率分别为 52. 0 %和 33. 6 %。对人胃癌细胞 M GC2803 及人胃肝细胞 SMMC7721 的 IC50的测
定值略小于阿霉素 ,显示了 A K211 具有较高的抗肿瘤活性。FCM 对细胞周期的分析表明 :经 A K211 处理后
细胞在 S期发生阻滞。DNA 合成受阻。
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Abstract : The apoptosis was observed under a fluoroscope when the tested tumor cells were treat2
ed with the supernatant derived from the liquid culture of an actinomyces st rain A K211 , which
had showed cell toxicity by means of M TT assay , and was further confirmed by the correspondent
band of ”DNA ladder”in the agarose gel electrophoresis. In a bioassay employed nude mouse , the
pure compound produced by the strain A K211 showed tumor inhibition in rates of 52. 01 % and
33. 64 % corresponding to the dosages of 0. 016μg·kg - 1 and 0. 008μg·kg - 1 ip , respectively.
According to the indexes IC50 of human hepatocarcinoma SMMC7721 and stomach cancer M GC2
803 cells , it was estimated that the inhibition effect of the pure compound was slightly st ronger
than that of Adriamycin. The results showed high antitumor effect of the tested compound from
the strain A K211.
When the cells were treated with A K211 , it was found by flow cytometry analysis that cell
division was ceased at S phase due to the DNA synthesis block .
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1. 1. 1 　细胞株 　　人胃癌细胞系 M GC2
803 ;人肝癌细胞系 SMMC27721
1. 1. 2 　实验菌株 　　418 株海洋放线菌 ;70
株极地及大洋细菌 ;234 株海洋细菌 ;76 株霉
菌。均为本实验室分离保存。
1. 1. 3 　实验试剂
RPM I1640 ,小牛血清 (杭州四季青生物
工程公司) ,胰蛋白酶 (BDH) ,DMSO ( Sig2
ma) ,Hoechst 33258 ( Sigma) ,蛋白酶 K( Sig2
ma) ,阿霉素 ,噻唑蓝 (M TT ,华美公司) 。
1. 1. 4 　裸小鼠 　　中科院上海实验动物中
心提供 (许可证号 :SCXK沪 200220010)
1. 2 　实验方法
1. 2. 1 　M TT 分析法[1 ]
消化收集处于对数生长期的细胞 ,制成
单细胞悬液 ,接细胞于 96 孔板中 ,培养过夜。
加试验药物 , 再培养 3d , PBS 洗后加入
M TT ,再培养 4h ,去除 M TT ,加 DMSO 与甘
氨酸 p H 缓冲液 ,摇床摇 0. 5～1h (细胞看不
见为止) ,酶标仪测定吸光度 (A) ,λ= 570nm。
以阿霉素作为阳性对照。
抑制率计算 :抑制率 = 100 % ×(A对照 -
A实验) / A实验
发酵液活性以 ID50衡量 , ID50为抑制率
为 50 %时发酵液所稀释的倍数 ;抗癌药物的
活性以 IC50衡量 , IC50为抑制率为 50 %时药
物的浓度。
1. 2. 2 　细胞荧光显微镜样品观察[2 ]
M GC2803 细胞接种于细胞培养瓶中 ,过
夜 ,加菌株发酵液 ,对照组加同量培养液 ,培
养 1～2d 后 ,收集细胞 ,细胞涂片 ,以细胞固
定液固定 ,蒸馏水洗后 ,滴加 Hoechst233258
染色 ,水洗后吹干 ,封片 ,荧光显微镜观察。
1. 2. 3 　凋亡细胞 DNA 提取及电泳分析[3 ]
细胞裂解和 DNA 收集提取。消化实验
细胞后离心收集 , PBS 洗涤后重悬于 PBS
中 ,加入细胞裂解液。将裂解物加等体积无
水乙醇 ,振荡混匀 , 10000r·min - 1离心 1～
2min(此离心沉淀物即为未断裂的染色体
DNA) ;将上清移至新管 ,加 500μL 冰冷无水
乙醇 ,置 - 20 ℃沉淀 2h 或过夜 (此沉淀物为
断裂 DNA) ; 12000r·min - 1离心 2min ,收集
断裂 DNA 沉淀。用 75 %冰冷乙醇分别洗涤
断裂和未断裂 DNA2～3 次 ,去掉乙醇后室
温蒸发 20min。
用 DNA 溶解剂溶解 DNA 沉淀 ,37 ℃温
育 1～2h 后进行电泳检测。
1. 2. 4 　FCM 细胞周期测定[4 ]
1. 2. 4. 1 　细胞处理
处于对数生长期的细胞接种于小培养皿
中 (细胞量 > 100 万) ,隔天加入不同浓度药
物处理 ,根据需要 ,取出细胞进行实验。实验
细胞消化后离心收集 , PBS 液离心洗涤后重
悬于 PBS 中 ,迅速注入冰预冷的 75 %乙醇中
固定 ,于 - 20 ℃保存待检。
1. 2. 4. 2 　细胞染色及检测
先离心去除样品中乙醇 ,以生理盐水离
心洗涤 ,吸干生理盐水 ,加入 RNaseA 消化
RNA 后 ,加入碘化丙啶 ( PI) ,4 ℃避光染色 ,
以 FCM 测定细胞周期及细胞凋亡比例。
1. 2. 5 　A K11 活性物质的纯化
A K211 发酵液经硅胶柱层析分离 2 次和
HPLC 纯化后 ,得到活性化合物纯品。纯品
为纯度 > 99. 5 %的桔红色固体 ,溶于甲醇 ,醋
酸乙酯 ,不溶于三氯甲烷等非极性有机溶剂 ,
熔点 222. 5 ℃,相对分子质量 1256 ,其结构正
解析中。




照组、CTX 组、试验组 A K1121 和试验组
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A K1122 ,分别腹腔注射给予 PBS 0. 2mL ,
CTX 20μg ·kg - 1 , A K211 (纯 ) 0. 016μg ·
kg - 1 , A K211 0. 008μg·kg - 1 ,每日一次 ,给药
7d ,停药 2d ,试验 3 周。
2 　结果与分析
2. 1 　具细胞毒的海洋微生物的初筛
采用 M GC2803 细胞 ,以 M TT 法 ,对 418
株海洋放线菌 ,70 株极地及大洋细菌 ,234 株
海洋细菌 ,76 株海洋霉菌的发酵液进行细胞
毒性的初筛。ID50大于 550 的菌株再重复测
试 1 次 ,以确定菌株发酵液的 ID50 。筛选结
果表明 ,约有 10 %的海洋放线菌、1 株极地细
菌及 2 株霉菌 ID50 ≥550 ,共 49 株。其中最
大 ID50可达 22000。
2. 2 细胞凋亡模式的复筛
2. 2. 1 荧光染色法观察
对以上 M TT 初筛得到的 49 株菌株发
酵液处理 M GC2803 细胞 ,发现经放线菌 A K2
11 (等几株) 发酵液处理后 ,荧光染色显微镜





M GC2803 细胞的细胞核呈均匀弥散荧光 ,核
的大小、形态一致。表明 A K211 菌株具有使
肿瘤细胞凋亡的活性物质。
A K211 的 ID50 = 1650。是放线菌链霉菌
属的一种 ( S t reptom yces sp . ) ,种名待鉴定。
2. 2. 2 　DNA 琼脂糖电泳分析
此方法是细胞凋亡检测的多种方法之
一。以 A K211 发酵液分别处理 M GC2803 细
胞 0、8、16h 及 24h 后的 DNA 琼脂糖电泳 ,
分析表明 :经药物处理后 ,梯形条带出现于
16 及 24h 处理组 ,且 24h 组比 16h 组 DNA
片段化程度更高 ,证明 A K211 确实引起细胞
凋亡。
2. 3 　A K211 对肿瘤细胞 M GC2803 生长的
抑制作用
应用 M TT 法 ,预试验结果表明 2000 个
细胞作为细胞的起始浓度 ,在培养的 7d 范围
内 ,细胞均处于对数生长期。采用稀释
55000 倍后的 A K211 (半纯品)处理 M GC2803
细胞 ,培养 7d ,逐日采样 ,M TT 法测吸光值 ,
结果见表 1 :
表 1 　对稀释后的 A K211 处理 M GC2803
细胞测定的吸光值 (A)
A 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d
空白 0. 14 0. 19 0. 26 0. 47 0. 76 1. 09 1. 24
A K211 0. 14 0. 15 0. 18 0. 22 0. 31 0. 41 0. 50
　　以上结果表明 :A K211 活性放线菌对肿
瘤细胞 M GC2803 细胞产生明显的抑制作
用 ,且随着处理时间的延长而增大。
2. 4 　A K211 纯品的 IC50
结果见表 2。
表 2 MTT 法测定 A K211 纯品的 IC50值
IC50 (μg·kg - 1) A K211 阿霉素
M GC2803 细胞 0. 18 0. 27
SMMC7721 细胞 0. 15 0. 18




A K11 纯品给药浓度在 0. 016μg·kg - 1 、
0. 008μg·kg - 1时抑瘤率分别为52. 0 %和 33.
6 % ,其抑瘤率 > 30 %。A K211 抑瘤效果明
显 ,但同时也具有一定的毒性 ,给药后体重下
降 ,但停药 10d 后体重恢复 ,结果见表 3。










对照组 - 1 10 0. 60 ±0. 18 21. 2 ±1. 4 23. 2 ±1. 2
CTX组 7 0. 23 ±0. 04 3 3 17. 9 ±1. 5 20. 5 ±1. 0
A K11 - 1 9 0. 29 ±0. 08 3 3 20. 6 ±1. 5 19. 7 ±0. 6
对照组 - 2 10 0. 58 ±0. 14 20. 0 ±0. 9 22. 8 ±0. 8
A K11 - 2 10 0. 39 ±0. 12 3 3 20. 4 ±2. 3 17. 9 ±1. 8
注 : 3 3 p < 0 . 01 vs 相应对照组
2. 6 　A K211 纯品对胃癌细胞 M GC2803 细
胞周期的影响
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MGC2803 细胞经 AK211 (0. 0033μg·kg - 1)
处理后 ,FCM 测定细胞周期 ,在 24h 就有明显
的亚 G1峰 ,提示细胞凋亡。见图 1。
图 1 　A K211 处理不同时期细胞
周期的变化
　　从 FCM 测定的数据表明 ,上图各时段
的 M GC2803 细胞凋亡率分别为 13. 3 %、






G0/ G1 ( %) S( %) G2/ M ( %)
control 0 70. 2 11. 8 18. 1
A K211 24 56. 6 16. 1 27. 3
A K211 32 53. 5 21. 5 25. 0
A K211 40 59. 0 23. 8 17. 2
A K211 48 56. 4 25. 6 17. 9
　　从表 4 分析可见到 ,未凋亡细胞的周期 ,
24h 开始 , G0/ G1细胞比例有明显的减少 , G2/
M 期细胞比例开始有明显的升高 ,但随着处
理时间的增加又逐渐降低 ,同时 S 期细胞的
比例逐渐增加。这表明 M GC2803 细胞经






M GC2803 细胞的 DNA 电泳分析 ,进一步验
证了其肿瘤细胞凋亡的作用。裸鼠试验结果
表明 A K11 纯品浓度 0. 016ug·kg - 1和0. 008
μg·kg - 1腹腔给药时抑瘤率分别为52. 0 %和
33. 6 %。同时 , A K211 纯品对 M GC2803 及
SMMC7721 肿瘤细胞的抑制作用略大于阿
霉素。其抑瘤效果显著。
FCM 分析 A K211 处理 M GC2803 细胞
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